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^ßýlû

uBGÛú ôølÙ: KpôOEýò Wlülÿ OdQ ÎñõAó KpôOEýò|F| üB|1+eroc| yñBgPú ylû AuQ Þú OõuÈ sðõï ôüpôx øLBOýQ |C|(|VCH|) Þl

ìþ|yõk. Îíéßpk Aüò KpôOEýò øñõqìzhÀ ðzlû AuQ, AìB Gú ðËpìþ|oul kouýßê qðlâþ ôGýíBoÿ qAüþ ôüpôx ðÛ{ ìùíþ oA kAyPú GByl.

koAüò ìÇBèÏú Þéõó uBqÿ ôGýBó só |1+eroc VCH| kouývPî üõÞBoüõOþ ìõok Gpouþ ÚpAoâpÖQ OB ðÛ{ Aüò KpôOEýò koìvýpøBÿ

uýãñBèýñä uéõèþ ôìÛBôìQ ôüpôx Gú koìBó Gpouþ âpkk. ||

ìõAk ôoô}|øB: AGPlA só |1+eroc| kAgê Kçuíýl |3.2XEVIp| Gú ÎñõAó üà ðBÚê KpôÞBoüõOþ Þéõó yl. koAkAìú OõAèþ ðõÞéEõOýlÿ
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ÖéõuBüPõìPpÿ GBqkû OpAðv×ßzò ìõok Gpouþ ÚpAoâpÖQ. koðùBüQ GýBó ô^ãõðãþ AuPÛpAoKpôOEýò |1+eroc| kouéõë OõuÈ ìýßpôußõN

øî ÞBðõó AoqüBGþ yl.

üBÖPú øB: ðPBüY øÃî @ðrüíþ ôOÏýýò OõAèþ ¾dQ ìpAcê Þéõðýñä oA ðzBó kAk. @ðBèýrÖéõuBüPõìPpÿ GBqkû GBæÿ oô} AèßPpôKõoüzò oA

koìÛBüvú GB èýLõÖßzò GpAÿ OpAðv×ßzò uéõë|øBÿ |7huH| ðzBó kAk. øî|̂ñýò GýBó KpôOEýò |1+eroc| kouéõë|øBÿ |7huH| GB AuP×Bkû Aq
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ìÛlìú

ôüpôx øLBOýQ C|(|VCH|) ÎBìê A¾éþ GýíBoÿ ÞHlÿ ìrìò

AuQ Þú ìþ|OõAðl ìñXpGú, uýpôqÞHlÿ ôkoGÏÃþ ìõAok upÆBó

yõk. Gý{ Aq071 ìýéýõó ð×pkoWùBó Gú yßê ìrìò Gú Aüò

ôüpôx @èõkû øvPñl. 51 OB 02 ko¾l GýíBoAðþ Þú koìpcéú cBk

ÚpAokAoðl Gú|Æõogõk Gú gõk GùHõk ìþ|üBGñl AìB koAÞTpìõAok

GýíBoÿ Gú uíQ ÖBqìrìò ôkoðùBüQ ìñXpGú upÆBó uéõë|øBÿ

ÞHlÿ ìþ|yõk (1). øñõqøýa ôAÞvò üB koìBó uývPíýà ìõSpÿ

GpAÿ Aüò GýíBoÿ yñBgPú ðzlû AuQ. OñùB koìBó ìõWõk, OõAï koìBðþ

GB oüHBôoüò ôAüñPpÖpôó @è×B (a-NFI|) ìþGByl Þú Gú kèýê ìõOBuýõó

ìÛBôìPþ ôüpôx ôÎõAoÅ WBðHþ ̂ñlAó ìõSpðývQ (2).

|VCH| üà ôüpôx Kõy{ kAoAuQ Þú Gú Wñw

|surivicapeH|ôgBðõAkû |eadirivalF| OÏéÜ kAok. sðõï @ó |ANR|

Oà oyPú|Aÿ ìTHPþ (|bk|6/9) AuQ Þú üà Kéþ KpôOEýò Gú Æõë0003

@ìýñõAuýl oA Þl ìþ|Þñl. |SERI |(|etis yrtne emosobir lanretnI|)

ÞñPpë OpWíú Aqsðõï ôüpôx oA GpÎùlû kAok. Kéþ KpôOEýò Oõèýl ylû

OõuÈ KpôOEBqøBÿ uéõèþ ôôüpôuþ Gú kû KpôOEýò uBgPíBðþ (|1P|,

|1E|, |2E| ô|C|) ôÒýpuBgPíBðþ (|2SN|, |3SN|, |A4SN|, |B4SN|,

|A5SN| ô|B5SN|) OÛvýî ìþ|yõðl (3). Gú ÎéQ Îlï ôWõk

ìßBðývî O¿dýe gÇB (|gnidaer foorP|) koÎíéßpk @ðrüî

|ANR| Kéþ|ìpAqkoqìBó OßTýp|VCH|, Aüò ôüpôx koGló AÖpAk

ìHPç k̂BoOÓýýpAOþ kouBgPBosðPýßþ gõk ìþ|yõk ôqüpOýM|øBÿ

Wlülÿ Oõèýl ìþ|Þñl Þú ìþ|OõAðñl Gú upÎQ ìñXpGú AüXBk ìÛBôìQ

âpkk. Aüò ôüpôx Gú Gý{ Aq7 sðõOýM ôGý{ Aq0001 qüpOýM

OÛvýî ìþ|yõk (3).

KpôOEýò øvPú üB |eroc| GÏl AqGp} AGPlAüþ Kéþ|KpôOEýò uBgPú

ylû OõuÈ ôüpôx Öpï ðBGBèÔ KpôOEýò |eroc| GB 191 @ìýñõAuýl

Ozßýê ìþ|yõk (|32p|) Þú OõuÈ KpôOEBqPPS |(uýãñBë KLPýl

KLPýPBq) kAgê ÒzBüþ KpkAq} ìþ|yõk ôÖpï GBèÔ Aüò KpôOEýò GB

471 @ìýñõAuýl (|12p|) Ozßýê ìþ|âpkk (4).

ìÇBèÏBR AgýpðzBó ìþ|køl Þú só ìõèl KpôOEýò øvPú ko

ôüpôx øLBOýQ |C| Îçôû GpKpôOEýò ÖõÝ, KpôOEýò küãpÿ koüà |

FRO |(|emarf gnidaer nepo|) Wlül ðýrOõèýl ìþ|Þñl. OpOýI

ÚpAoâpÖPò ðõÞéEõOýløB koAüò KpôOEýò Wlül ðvHQ Gú |FRO| KpôOEýò

ÚHéþ Gú ¾õoR +1 OÓýýpìþ|Þñl (|FRO 1+eroc|). KpôOEýò Wlül GB

ðBï|øBÿ |PFRA| (|nietorp emarf gnidaer evitanretlA|),

KpôOEýò |F| (|tfihsemarF|) üB |1+eroc| (Þú ðzBó køñlû WBüãBû

|FRO| Wlül AuQ) gõAðlû ìþ|yõk. Gpouþ|øBÿ AðXBï ylû ðzBó

ìþ|køl Þú KpôOEýò |1+eroC| koyßê|øBÿ ìP×BôOþ ôWõk kAok.

kèýê A¾éþ ôWõk Aüò KpôOEýò|øB Oõèýl @ðPþ|GBkÿ|øBÿ AgP¿B¾þ

Âl @ó øB ìþ|GByl Þú GB KBui|øBÿ Aüíñþ øíõoAë ôuéõèþ Îéýú Aüò

KpôOEýò øB koGýíBoAó ìHPç Gú øLBOýQ |C| øípAû AuQ (5).

üßþ Aqyßê|øBÿ KpôOEýò |1+eroc| KpôOEýò ÞBüípüßþ

(|ciremihc|) GB Æõë 161 @ìýñõAuýl AuQ Þú 8 OB 11 @ìýñõAuýl

AGPlAüþ @ó ìpGõÉ Gú KpôOEýò øvPú (|eroC|) ôGÛýú ìpGõÉ Gú |FRO|

Wlül ìþ|GByl (|F/1+eroc|). OÓýýp^BôõJ oüHõqôìþ

(|tfihsemarF lamosobiR|) koASpèÓr} oüHõqôï koqìBó

OpWíú koðBcýú Òñþ Aq@kðýò koGýò Þlôó øBÿ 8-11 AO×BÝ ìþ|AÖPl

Þú ìñXpGú Oõèýl Aüò KpôOEýò kosðõOýM |a1-VCH| ìþ yõk (6).

yßê küãpKpôOEýò |1+eroC|, |S/1+eroc| ðBìýlû ìþ|yõk Þú

ypôÑ OpWíú @ó AqÞlôó kAgéþ–Þlôó ìPýõðýñþ Þú kAgê FRO|

(|1+eroc|) ôWõk kAok (|GUA78/58|)– AO×BÝ ìþ AÖPl ôìñXpGú

Ozßýê ÚÇÏú ÞõOBû Opÿ Gýò Auýl@ìýñú øBÿ 47 OB 67 ìþ|yõk (7).

GBqøî yßê küãpÿ AqKpôOEýò |1+eroc| kosðõOýM |b1-VCH|

Oõèýl ìþ|yõk Þú koASpkôOÓýýp^BôõJ ìXrA Gú ôWõk ìþ|A~ül, Gú

Aüò ¾õoR Þú Aôèýò OÓýýpÚBèI gõAðló koÞlôó 24 Gú ¾õoR +1

ôküãpÿ koÞlôó KBüBó |FRO 1+eroc| koWBüãBû 441 Gú ¾õoR

–1 AÎíBë ìþ|yõk ôGú |FRO| Aôèýú gõk Gpìþ|âpkk (8). Îíéßpk

KpôOEýò |F| Gú ôÂõf yñBgPú ðzlû AuQ AìB ìíßò AuQ Þú ko

øíBðñl uBqÿ, ôoôk, oühQ qAüþ, GýíBoÿ qAüþ, upøî Gñlÿ ôko

@gpKýzHpk AÖpAk Gú uíQ ÖBqøBÿ KýzpÖPú GýíBoÿ ðÛ{ kAyPú

GByl (5, 7, 8 ô9).||GvýBoÿ AqìÇBèÏBR Wlül ðzBó kAkû Aðl Þú

ìýrAó GýBó |PFRA| øB koGýíBoAó ìHPç koìpcéú ôgýî ôuýpôq

ÞHlÿ ôupÆBó (|CCH|)  GvýBoGBæOpAuQ ô@ðPþ GBkÿ|øB ô

KBui|øBÿ Aüíñþ uéõë|øBÿ |T| Îéýú Aüò KpôOEýò|øB Gú ìýrAó GvýBo

âvPpkû|Aÿ ôWõk kAoðl. Gú Îçôû OíBìþ ußBðw|øBüþ Aq|VCH| Þú

kðýBÿ ìýßpôJ øB|, uBëkôï, yíBoû |̂ùBoï, 8831, ìÇBèÏúGýBó KpôOEýò |1+eroc| Aqôüpôx øLBOýQ |C| OõuÈ ìýßpôußõKþ øî ÞBðõó |)lacofnoC(|, cvò ðõoGBqoâBóôøíßBoAó
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Î×õðQ|qA øvPñl kAoAÿ FRAGú ¾õoR yý×Q oüHõqìþ ìþ|GByñl

(01|). KpôOEýò F GB Odpüà Oõèýl ÞíõÞýò|øBÿ ìõSpkoìvýpøBÿ Oõèýl Þññlû

ÖýHpüò (ìTê |8-LI| ô|6-LI|) GBÎU ¾lìú Gú GBÖQ|øBÿ ÞHlÿ ìþ|yõk (11)

ôøî ̂ñýò ìþ|OõAðl ìvýpuýãñBèýñä |BK-FN| oA koKBui Gú |a-FNT|

ÖÏBë Þñl (21). ||

Aq@ó|WBüþ Þú KpôOEýò |1+eroc| ìþ|OõAðl koGýíBoÿ|qAüþ

|VCH| ôøí̀ñýò koìÛBôìQ Gú koìBó GB AüñPpÖpôó @è×B ðÛ{ kAyPú

GByl, ølÙ AqAüò ìÇBèÏú ÆpAcþ ôuBgQ Kçuíýl GýBó Þññlû

KpôOEýò |1+eroc| kouéõë|øBÿ üõÞBoüõOþ AuQ OB GPõAó ko

ìÇBèÏBR GÏlÿ ðÛ{ Aüò KpôOEýò oA koGýíBoÿ|qAüþ ôüpôx ô

ìvýpøBÿ uýãñBèýñä uéõë ìõok Gpouþ ÚpAokAk. ||

ìõAk ôoô}|øB

AèØ) ÆpAcþ Kçuíýl ô|RCP|:só ìpGõÉ Gú KpôOEýò ÞBìê

|1+eroc| ôüpôx |VCH| AqðBcýú 261-1 ô@ðrüî|øBÿ ìõok AuP×Bkû

|IehN| ô|IHmaB| AðPhBJ ylðl. üà W×Q @ÒBqâp(|remirP|)

cBôÿ OõAèþ Gp} @ðrüî|øBÿ|IehN| ôIHmaB| (ÚvíQ|øBÿ qüp

gÈ ylû koAGPlAÿ |'5| koOõAèþ qüp), Þlôó|øBÿ ypôÑ ôgPî

OpWíú, OõAèþ kazoK| (ÚvíQ Kpoðä ylû koOõAèþ oôGú Wéõ|F|)

ôGp̂vI øývPýlüñþ (|gatsiH x6|) ÚHê AqÞlôó KBüBðþ, GpAÿ

ÞLþ|GpkAoÿ AqAüò só ÆpAcþ âpkül. ||

|'3-CCTTAGCACGGGTACCATCGATCGGAAT-'5 :CN-F|

|'3-CAATGATCACCTAGGCCGACGATTGTTTC-'5 :CN-R|

Aüò só Aqoôÿ só A¾éþ Þú ìpGõÉ Gú sðõOýM |b1| ôüpôx ko

OdÛýÛBR ânyPú ìB ìõok AuP×Bkû ÚpAoâpÖPú Gõk (41), ÞLþ GpkAoÿ

ôkoußBðw|øBÿ Gpyþ |IHmaB-IehN| GB AðPùBÿ ̂vHñlû ko

Kçuíýl üõÞBoüõOþ)+(1.3ANDCp| (|ASU ,negortivnI|)

Þéõó âpkül (yßê 1). |RCP| GB AuP×Bkû AqOpìõuBüßépAKñlôoÙ

(|ynamreG ,grubmaH ,frodneppE|) GB ìpcéú upðä uBqÿ

Aôèýú Gú ìlR 5 kÚýÛú kokìBÿ 49 koWú uBðPþ|âpAk @ÒBqâpkül ôGB

AðXBï 03 uýßê ìPõAèþ (|C|° 49, |C|° 55 ô|C|° 27 øpüà Gú ìlR

üà kÚýÛú) AkAìú üBÖPú ôkoðùBüQ qìBó 01 kÚýÛú ko27 koWú

uBðPþ|âpAk gBOíú üBÖQ. Kw AqAðXBï Îíê |RCP| Gpoôÿ só

|1+eroc| ìÛlAo|lμ|2 Aqìd¿õë |RCP| kosë @âBoq1 ko¾l

AèßPpôÖõoqyl.

J) OpAoühPþ GBÞPpÿ |iloc .E|GB |AND|Kçuíýlÿ:Gú|ìñËõo

uBgQ ðBÚê ðõOpÞýI ìÛBküp09 ðBðõâpï ìd¿õë cB¾ê Aq|RCP|

só |1+eroc| ô6/63 ðBðõâpï ðBÚê gÇþ ylû Gú øípAû 1 ìýßpôèýPp

@ðrüî |esagil AND 4T |(|ainauhtiL ,satnemreF|), 5/1

ìýßpôèýPpGBÖpô5/6 ìýßpôèýPp@J kôGBoOÛÇýpkocXî ðùBüþ 51

ìýßpôèýPpGB øî ìhéõÉ ylðl, uLw ìhéõÉ cBôÿ |AND|

Kçuíýlÿ WùQ OßTýpôÒpGBèãpÿ Gú GBÞPpÿ AypüzýB  Þéþ||uõüú

|a5HD| OpAðv×õoï yl. GÏl AqOßTýpôAuPhpAZ WùQ OBDýl

cÃõoÚÇÏú ôKçuíýl, OXrüú @ðrüíþ OõuÈ @ðrüî|øBÿ ìdlôk

Þññlû |IehN| ô|IHmaB| ¾õoR âpÖQ (51 ô61). Gú ìñËõo

AuPhpAZ Kçuíýl AqÞýQ |)ynamreG ,ehcoR( noitcartxe

perp iniM| AuP×Bkû yl. GpAÿ AÆíýñBó AqÎlï GpôqìõOBuýõó ô

¾dQ OpAkÙ ÞBuQ GýBðþ, Kçuíýl AuPhpAZ ylû GB AuP×Bkû Aq

KpAüípüõðýõouBë |esrever HGB| Þú OõAèþ @ó Gpoôÿ ðBÚê

|)+(1.3ANDcp| ìõWõk Gõk Gú oô} gõkÞBoOõuÈ ypÞQ

|balqes| @èíBó OÏýýò OõAèþ âpkül.

Z) ôAok Þpkó Kçuíýl ðõOpÞýI cBôÿ só |1+eroc|Gú uéõë |7-huH|:

ÞzQ ôðãùlAoÿ okû uéõèþ |7-huH|, koìdýÈ ÞzQ MEMD

|(|aresoiB|) cBôÿ 2 ìýéþ|ìõæoAë–âéõOBìýê (|aresoiB|), 001 ôAcl ko

kðýBÿ ìýßpôJ øB|, uBëkôï, yíBoû |̂ùBoï, 8831, ìÇBèÏúGýBó KpôOEýò |1+eroc| Aqôüpôx øLBOýQ |C| OõuÈ ìýßpôußõKþ øî ÞBðõó |)lacofnoC(|, cvò ðõoGBqoâBóôøíßBoAó
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yßê1: ðíBü{ ìpAcê uBgQ Kçuíýl |)+(1.3ANDcp| cBôÿ só |1+eroc|. |GTA/K|

ô|AAT| Gú OpOýI ðzBðú Þlôó ypôÑ, OõAèþ |kazoK| ôÞlôó gPî OpWíú øvPñl.



ìýéþ|èýPpKñþ|uýéýò (|aresoiB|),001 ìýéþ|âpï koìýéþ|èýPp

AuPpKPõìBüvýò (|aresoiB|) ô01 ko¾l upï Wñýò âBô(|SBF|)

(|ASU ,negortivnI|), kokìBÿ 73 koWú uBðPþ|âpAk ôAOív×p

5 ko¾l |
2

OC| ¾õoR âpÖQ. koAüò ìÇBèÏú uéõë øB Gú kôoô}

èýLõÖßzò ôAèßPpôKõoüzò Gú ¾õoR ìõÚQ (|tneisnarT|) GB

Kçuíýl ÆpAcþ ylû OpAðv×ßQ ylðl. GpAÿ Aüò ìñËõo

uéõë|øBüþ Þú koÖBqèãBoüPíþ oyl ÚpAokAyPñl OõuÈ OpüLvýò

WlA ylû ôKw AqWíÐ @ôoÿ ôuBðPpü×ýõs(|g|*005, 5 kÚýÛú) kô

GBoGB GBÖpÖv×BR uBèýò (|SBP|) yvPú ylðl. koìpcéú GÏl OÏlAk

701*5/1 uéõë koìýéþ|èýPpGB 01ìýßpôâpï Kçuíýl koGBÖp

AèßPpôKõoüzò (002 ìýßpôèýPpìdýÈ |MEMD| cBôÿ

SEPEH|(|ASU ,amgiS|) 01 ìýéþ ìõæo) ìhéõÉ ylû ôGú kAgê

|tevuc |(GB ÎpÅ 2 ìýéþ ìPp) AðPÛBë kAkû ylðl. uLw ÞõôR

kAgê kuPãBû AèßPpôKõoüzò (|daroiB ,llecx reslup eneG|)

ÚpAokAkû yl ôuéõë|øB kôGBoGB ÖB¾éú qìBðþ 04 ìýéþ SBðýú OdQ

OBSýpôèPBs041 ÚpAoâpÖPñl (71 ô81). kooô} èýLõÖßzò AqÞýQ

|)ecnarF ,noitcefsnart-sulpyloP( CEVUH-MTIEPtej|

AuP×Bkû yl ôOpÞýI OpAðv×ßPzò ÆHÜ kuPõoAèÏíê ÞýQ Oùýú ô

koÖBqèãBoüPíþ Gú ÞzQ uéõë AÂBÖú yl. 84 uBÎQ GÏl

uéõë|øB GpAÿ GýBó KpôOEýò ìõok ðËpOõuÈ ÖéõuBüPõìPpÿ

(|SCAF|) ôìýßpôußõN AüíõðõÖéõouBðw ìõok Gpouþ ÚpAo

âpÖPñl.

k) ÖéõuBüPõìPpÿ:Gú ìñËõoOBDýl ôoôk Kçuíýl ðõOpÞýI Gú

uéõë|øB, Kçuíýl |1N-PFGEp| (|ASU ,negortivnI|) Þú

cBôÿ só GýBó|Þññlû |nietorP tnecseroulF neerG| (|PFG|)

Gõk Gú øípAû Kçuíýl ðõOpÞýI Gú ðvHQ 1 Gú 5 Gú ¾õoR øî qìBó

Gú kAgê uéõë OpAðv×ßQ ylðl. ìýrAó GýBó |PFG| koAüò uéõë|øB

GB AuP×Bkû AqkuPãBû ÖéõuBüPõìPpÿ (|ynamreG ,hbmG cetraP|)

Gpouþ yl. øî qìBó uéõë|øB yíBo} ôko¾l uéõë|øBÿ qðlû

ìzhÀ ylðl.uéõë|øBüþ Þú kAoAÿ ko¾l ÚBGê ÚHõèþ Aq

OpAðv×ßzò (GBæOpAq51 ko¾l) Gõkðl GpAÿ ìpAcê GÏlÿ OdÛýÜ

ìõok AuP×Bkû ÚpAoâpÖPñl.

û) ìýßpôußõN øîÞBðõó: uéõë|øBÿ OpAoühQ ylû ko

æï|øBÿ ìh¿õÁ yýzú|Aÿ, koìXBôoR KBoAÖpï @èløýl 4 ko¾l, Gú

ìlR 02 kÚýÛú ôkokìBÿ AOBÝ OTHýQ ylðl. Gú ìñËõoÞBuPò Aq

ÖéõouBðw qìýñú, Kw AqyvPzõGB |SBP|, æìê|øB Gú ìlR 01 kÚýÛú ko

ìdéõë Þépôo@ìõðýõï ÚpAoâpÖPú ôkôGBoû yvPzõylðl. koAkAìú uéõë|øB

OõuÈ ìdéõë 1/0 ko¾l OpüPõó |001-X| ð×õmKnüpylû ôKw Aq

yvPzõ, Gú ìlR 1 uBÎQ koìXBôoR @ðPþ|GBkÿ Aôèýú ôuLw

@ðPþ|GBkÿ Þõðtôâú GB etanaycoihtosI niecseroulF |(|CTIF|) kokìBÿ

AOBÝ AðßõGú ylðl. ÚHê ôGÏl AqAÖrôkó øp@ðPþ|GBkÿ uéõë|øB OõuÈ |SBP|

yvPú ylðl ôkoðùBüQ ìýrAó ÖéõouBðw uéõë|øB OõuÈ ìýßpôußõN

Þõð×õÞBë (|ASU, ssieZ|)||ìõok Gpouþ ÚpAoâpÖQ. koAüò ìÇBèÏú øvPú

GB oðäIPAD |(|elodnilynehp-2-onidimaid-6,'4|) ôKpôOEýò

|1+eroc| GB @ðPþGBkÿ Âl |gat siH| Þõðtôâú ylû GB |CTIF| oðä ylðl.

ô) Gpouþ|øBÿ GýõAð×õoìBOýà:koAüò OdÛýÜ Aqðpï|AÖrAo50.3

kðýBÿ ìýßpôJ øB|, uBëkôï, yíBoû |̂ùBoï, 8831, ìÇBèÏúGýBó KpôOEýò |1+eroc| Aqôüpôx øLBOýQ |C| OõuÈ ìýßpôußõKþ øî ÞBðõó |)lacofnoC(|, cvò ðõoGBqoâBóôøíßBoAó
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yßê2: (AèØ) AèßPpôÖõoìd¿õë |RCP| kosë @âBoq. uPõó 1 ðzBó âp(|bk1|)|AND| ôuPõó 2 ìd¿õë |Pb|085, (J) OBDýl cÃõoô¾dQ ÚpAoâýpÿ ÚÇÏú só OõuÈ øÃî @ðrüíþ.

uPõó 1 ðzBó âp(|bk1|)|AND| uPõó 2 ÚÇÏú |pb|085 cB¾ê AqGp} GB @ðrüî øBÿ |IehN|, |IHmaB|.



noisrev rennur eneG| ô|XAM SISAND| Gú|ìñËõo

ÆpAcþ KpAüíp|øB ô|4.0.7 noisrev tidE oiB| ô|
XlatsulC| GpAÿ

Gpouþ ðPBüY OÏýýò OõAèþ AuP×Bkû ylðl. øî|̂ñýò GB AuP×Bkû Aq

ðpï|AÖrAo|Xlatsulc|, |0.4 AGEM| ô|coD eneG| øî|okü×þ OõAèþ

KpôOEýò |1+eroc| kosðõOýM|øBÿ ìhPéØ |VCH| Gpouþ yl.

üBÖPú|øB

AèØ) OßTýpsó |1+eroc|ôOBüýl AèdBÝ:ðPýXú cB¾ê Aq

AèßPpôÖõoqðzBó køñlû OßTýpsó |1+eroc| GB AðlAqû |pb|085 Gõk

(yßê 2 AèØ).

Gú ìñËõoOBDýl AèdBÝ Gýò ÚÇÏú ìõok ðËpôôÞPõo, ôGB OõWú Gú

Æpf Kçuíýl ôìdê|øBÿ yñBuBDþ @ðrüî|øBÿ ìdlôk Þññlû, GB

øÃî øî qìBó Aüò Kçuíýl OõuÈ @ðrüî øBÿ |IehN| ô|IHmaB|

üà ÚÇÏú GB AðlAû øBÿ 085 W×Q GBqAüXBk yl (yßê2 J).

J) OBDýl uBqû ÆpAcþ ylû GB AuP×Bkû AqOÏýýò OõAèþ: |ðPBüY cB¾ê OÏýýò

OõAèþ ðzBó kAk Þú ÞBuQ GýBðþ Gú øípAû KpôìõOõosurivolagemotyC|  |)VMC( ,

ìdê AO¿Bë oüHõqôï, Þlôó @ÒBqÿ |GTA|, ÚÇÏú só |1+eroc|, Gp̂vI

øývPlüñþ ôOõAèþ KBüBðþ, koOpAkÙ ìñBuI ôGú ¾õoR KzQ upøî

ÚpAoâpÖPú|Aðl (yßê3).

Z) Gpouþ ðPBüY uéõë |7-huH|OpAoühQ ylû GB ÖéõuBüPõìPpÿ:

|ìýrAó GýBó KpôOEýò |PFG| kouéõë |7huH| kouéõë|øBÿ OpAðv×ßQ

ylû GB Oßñýà AèßPpôKõoüzò ôÞýQ |CEVUH-MTIEPtej| ko

ìÛBüvú GB uéõë OpAðv×ßQ ðzlû cBÞþ AqôoôkKçuíýl ðõOpÞýI Gú

kAgê uéõë Gõk. ðPBüY ðzBó ìþ|køl uéõë|øBÿ OpAðv×ßQ ylû GB

AèßPpôKõoüzò ðvHQ Gú uéõë|øBüþ Þú GB ÞýQ |CEVUH-MTIEPtej|

OpAðv×ßQ ylû|Aðl KpôOEýò |PFG| oA GýzPpGýBó ìþ|Þññl (yßê4). ||

k) Gpouþ uéõë|øB GB ìýßpôußõN øî ÞBðõó: ||Gpouþ|øBÿ AðXBï

ylû GB AuP×Bkû Aq|)CTIF( siH-itnA| ôìýßpôußõN øî ÞBðõó

(Þõð×õÞBë) ðzBó kAk Þú KpôOEýò |1+eroc| Gú ìýrAó ÚBGê OõWùþ ko

uÇe uýPõKçuî ôAðlÞþ koøvPú GýBó ìþ|yõk (yßê 1-5). ||

û) øî okü×þ OõAèþ @ìýñõAuýlÿ KpôOEýò |1+eroC|: ðPBüY ìõWõk

koyßê (6) ìýrAó OzBGú OõAèþ @ìýñõAuýlÿ oA koGýò sðõOýM|øBÿ

ìhPéØ |VCH| ðzBó ìþ|køl. ||

GdU

Î×õðQ|øBÿ ôüpôuþ Aqìùî|Opüò ÎõAìê AüXBk GýíBoÿ øLBOýQ

koìÛBüvú GB uBüpÎõAìê AüXBk Þññlû Aüò GýíBoÿ øvPñl. clôk 09

ko¾l AqøLBOýQ|øBÿ |A-non| ô|B-non| oA ôüpôx øLBOýQ |C|

AüXBk ìþ Þñl. øLBOýQ |C| ÎBìê A¾éþ GýíBoÿ cBk ôìrìò ÞHlÿ

yBìê uýpôqôupÆBó ÞHl ìþ|GByl (1 ô3). KpôOEýò |F| ôüpôx

kðýBÿ ìýßpôJ øB|, uBëkôï, yíBoû |̂ùBoï, 8831, ìÇBèÏúGýBó KpôOEýò |1+eroc| Aqôüpôx øLBOýQ |C| OõuÈ ìýßpôußõKþ øî ÞBðõó |)lacofnoC(|, cvò ðõoGBqoâBóôøíßBoAó
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yßê3: ðPBüY OÏýýò OõAèþ. OpAkÙ |)aa161-1( 1+eroc| koKçuíýl |)+(1.3ANDcp| ôOBüýl ¾dQ ÞBuQ GýBðþ.



øLBOýQ |C| üà KpôOEýò 71 ÞýéõkAèPõðþ AuQ Þú koÆõë Î×õðQ

ÆHýÏþ OõuÈ Gpgþ AqoürOBüM øBÿ ôüpôx øLBOýQ |C| Oõèýl ylû ô

KBui|øBÿ Aüíñþ AgP¿B¾þ (Gú g¿õÁ Aüíñþ øíõoAë) oA Odpüà

ìþ|Þñl (4). Aüò KpôOEýò Gú kðHBë|| 1+tfihsemarflamosobiRGýò

Þlôó 8 OB 11 AqðBcýú Þl Þññlû |eroc| kosðõOýM |a1|, ôÞlôó 24

kosðõOýM |b1| uBgPú ìþ|yõk (7 ô8). Aüò KpôOEýò koclôk 14

Aèþ 98 ko¾l AqAÖpAk @èõkû Gú Aüò ôüpôx GýBó ìþ|yõk (5). Aq@ó

WBüþ Þú ðÛ{ Aüò KpôOEýò koGýíBoÿ|qAüþ ôüpôx koìýrGBó ÞBìç

yñBgPú ðzlû AuQ, koAüò ìÇBèÏú uBqû|Aÿ ÆpAcþ yl OB GPõAðl

KpôOEýò |1+eroc| oA kouéõë|øBÿ üõÞBoüõOþ GýBó Þñl OB ko

ìÇBèÏBR GÏlÿ GPõAó AqAüò uBqû GpAÿ Gpouþ ðÛ{ Aüò KpôOEýò ko

GýíBoÿ qAüþ, KBui Aüíõðõèõsüà Îéýú Aüò ôüpôx ôìvýp

uýãñBèýñä uéõèþ AuP×Bkû Þpk.

koìÇBèÏú cBÂpsó |1+eroc| ôüpôx øLBOýQ |C| koðBÚê

üõÞBoüõOþ Þéõó ôGýBó yl. Aqkôoô} AèßPpôKõoüzò ôÞýQ

OXBoÿ |CEVUH-MTIEPtej| Gú ìñËõoOpAðv×ßzò Kçuíýl

ðõOpÞýI Gú uéõë üõÞBoüõOþ (|7huH|) AuP×Bkû yl. ðPBüY cB¾ê Aq

ÖéõuBüPõìPpÿ ðzBó kAk, GýBó KpôOEýò |PFG| kouéõë|øBüþ Þú GB

AèßPpôKõoüzò OpAðv×ßQ ylðl Gú ìýrAó ÚBGê OõWùþ GýzPpAq

uéõë|øBüþ AuQ Þú GB ÞýQ |CEVUH-MTIEPtej| OpAðv×ßQ

kðýBÿ ìýßpôJ øB|, uBëkôï, yíBoû |̂ùBoï, 8831, ìÇBèÏúGýBó KpôOEýò |1+eroc| Aqôüpôx øLBOýQ |C| OõuÈ ìýßpôußõKþ øî ÞBðõó |)lacofnoC(|, cvò ðõoGBqoâBóôøíßBoAó
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yßê5:  Gpouþ uéõë |7-huH| OõuÈ ìýßpôußõN øî ÞBðõó (Þõð×õÞBë). (1) uéõë|øBüþ Þú GB @ðPþ GBkÿ ìõyþ Âl |gat siH| ô@ðPþ|GBkÿ Âlìõyþ ìP¿ê Gú |CTIF| oðä ylû (ðÛBÉ

oôyò), (2)uéõë|øBüþ Þú GB |IPAD| oðä ylû (ìñBÆÜ Oýpû).

yßê4: Gpouþ OpAðv×ßzò uéõë|øB GB ÖéõuBüPõìPpÿ, (1): uéõë|øBÿ OpAðv×ßQ ylû GB AèßPpôKõoüzò, (2): uéõë|øBÿ OpAðv×ßQ ylû GB |CEVUH-MTIEPtej|, (3): uéõë|øBÿ

OpAðv×ßQ ðzlû (ÞñPpë ìñ×þ) (ðÛBÉ @Gþ GBæÿ gÈ ¾×pðzBó køñlû uéõë|øBÿ OpAðv×ßQ ylû ìþ|GByl).



ylû|Aðl, Aq@ó WBüþ Þú AèßPpôKõoüzò oô} AoqAó OpôuBkû|Opÿ

AuQ Kw ìþ|OõAó ðPýXú âpÖQ AèßPpôKõoüzò Oßñýà ìñBuHþ ko

OpAðv×ßzò Kçuíýl ðõOpÞýI |1+eroc-)+(1.3ANDcp| Gú

uéõë |7huH| ìþ|GByl.

Gú Îçôû ðPBüY cB¾ê AqìýßpôußõN Þõð×õÞBë ðzBó ìþ|køl

Þú ÞBuQ GýBðþ ÆpAcþ ylû ÚBkoAuQ kouéõë |7huH| GýBó yõk,

Þú Aüò gõk ìþ|OõAðl OBDýlÿ Gp¾dQ uBqû ÆpAcþ ylû GByl.

koìÇBèÏú Aÿ Þú OõuÈ |uX| ôøíßBoAð{ AðXBï ylû ðzBó kAkû

yl Þú KpôOEýò |1+eroc| ìpGõÉ Gú sðõOýM |a1| kAoAÿ kôGh{ @J

âpürA¾éþ koGýò @ìýñõAuýløBÿ 82 OB 54 ô59 OB 011 ìþ|GByl.

Aüò ðõAcþ ðzBó ìþ|køl Þú KpôOEýò |F| ìþ|OõAðl GB ÒzBÿ yHßú

AðlôKçuíþ Gpøî Þñ{ kAyPú GByl (5 ô91). Aüò Gh{ Gú

AcPíBë qüBk kAoAÿ uBgPBoìBoKýa @è×B ìþ|GByñl, Þú GýBðãpôWõk

ðõAcþ koôó ÒzBüþ ÖpÂþ kokAgê Aüò KpôOEýò AuQ. Aüò ðõAcþ

ìþ|OõAðl ìñXpGú ðBìdéõë yló Aüò KpôOEýò ôOXíÐ @ó koyHßú

AðlôKçuíþ yõk (81), koðPýXú OÏlAkÿ AqAKþ OõN|øBÿ Aüò KpôOEýò

ôøî|̂ñýò @ðPþ|GBkÿ|øBÿ Âl @ó AqkuQ ìþ|oôk. |gnil-ieM|ô

øíßBoAð{ koìÇBèÏú|Aÿ ðzBó kAkðl Þú KpôOEýò |F| GB KpôOEýò

uéõèþ Gú|ðBï |2DFP| Gpøî Þñ{ ìþ Þñl, Aüò KpôOEýò kouBqìBðløþ

AußéQ uéõèþ ôOzßýê ìýßpôOõGõë øB ðÛ{ ìùíþ oA GpÎùlû

kAok. Gpøî|Þñ{ Aüò KpôOEýò GB |2DFP| kouBqìBðløþ AußéQ

uéõèþ AgPçë AüXBk ìþ|Þñl, Þú ìþ|OõAðl koìÛBôìQ ôüpôuþ ô

AüXBk Î×õðQ ìrìò ðÛ{ kAyPú GByl (91). KpôOEýò ÞBìê |1+eroc|

Aqôüpôx øLBOýQ |C| Þú koASpOÓýýp^BôõJ oüHõqôìþ ko

Þlôó|øBÿ 9 OB 11 uBgPú ìþ|yõk, KpôOEýò ðBKBülAoÿ AuQ Þú

OõuÈ KpôOEBqôï OXrüú ìþ|yõk. |1+eroc| cBôÿ Ghzþ AuQ Þú

ìþ|OõAðl Gú qüpôAcl 3|±| KpôOEBqôï ìP¿ê yõk Þú Aüò ìþ|OõAðl

kèýéþ GpðBKBülAoÿ Aüò KpôOEýò GByl. Gpouþ|øB ðzBó ìþ|køñl Aüò

Gh{ Gýò @ìýñõAuýløBÿ 04 OB 06 ÚpAokAok, AìB Gú OñùBüþ ðíþ|OõAðl

ìñXpGú ðBKBülAoÿ Aüò KpôOEýò yõk,  OõAèþ Þú koGBækuQ Aüò

Gh{ Gýò OõAèþ @ìýñõAuýlÿ 02 OB04 ôWõk kAok ìþ|OõAðl koOXrüú

Aüò KpôOEýò OõuÈ KpôOEBqôï ðÛ{ kAyPú GByl. yßê|øBÿ

|S/PFRA| ô|FD/PFRA| Þú ÖBÚl Aüò Gh{|øB øvPñl KpôOEýò|øBÿ

KBülAoÿ ìþ|GByñl (91). ||

Aq@ó WBüþ Þú KpôOEýò uBgPú ylû koAüò OdÛýÜ yßê ÞBìê

KpôOEýò |F| ìþ|GByl (161-1) ôGB OõWú Gú ðPBüY øî okü×þ ôOzBGú

OõAèþ @ìýñõAuýlÿ (ðõAcþ 02 OB 04) ìþ|OõAó ðPýXú âpÖQ Þú

KpôOEýò uBgPú ylû koAüò OdÛýÜ ðýrìþ|OõAðl ðBKBülAoGByl ô

OõuÈ KpôOEBqôï OXrüú yõk Þú ìþ|OõAðl koGýBó, OzhýÀ ô

Îíéßpk Aüò KpôOEýò OBSýpGãnAok AqAüò oôGpouþ|øBÿ GýzPpko

Aüò qìýñú kocBë AðXBï AuQ. ||

ìÇBèÏBR AðXBï ylû ðzBó ìþ|køl KpôOEýòF| (161-1) cB¾ê Aq

kðýBÿ ìýßpôJ øB|, uBëkôï, yíBoû |̂ùBoï, 8831, ìÇBèÏúGýBó KpôOEýò |1+eroc| Aqôüpôx øLBOýQ |C| OõuÈ ìýßpôußõKþ øî ÞBðõó |)lacofnoC(|, cvò ðõoGBqoâBóôøíßBoAó
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yßê6: ìÛBüvú øî okü×þ OõAèþ KpôOEýò |1+eroc| kosðõOýM|øBÿ ìhPéØ |VCH|. ðõAcþ Oýpû ôoôyò Gú OpOýI OzBGú ôO×BôR OõAèþ @ìýñõAuýlÿ oA ðzBó ìþ|køl (ðBcýú ìzhÀ ylû

koyßê OõAèþ KpôOEýò |1+eroc| ìõok AuP×Bkû oA ðzBó ìþ|køl).



sðõOýM |a1| kouýPõKçuî ôøvPú ôKpôOEýò  |)161-68( S/PFRA|

kouýPõKçuî, yHßú AðlôKçuíþ ôAÆpAÙ øvPú AuPÛpAoìþ|üBGl.

koìõok |FD/PFRA| cB¾ê AqsðõOýM |b1| Gpouþ|øB ðzBó ìþ|køl

Þú ìõÚÏýQ Gp̂vI AO¿Bèþ (|PFG|) koìdê OXíÐ @ó OBSýp

ìþ|ânAok, Gú Æõoÿ Þú Aâp|PFG| koKBüBðú |N| ÚpAokAyPú GByl ko

øvPú ôuýPõKçuî ôqìBðþ Þú |PFG| koKBüBðú |C| GByl koøvPú

WBÿ ìþ|âýpk (31). ðPBüY cB¾ê AqAüò OdÛýÜ GpAÿ Aôèýò GBoðzBó

ìþ|køl Þú GB OõWú Gú ìdê AuPÛpAo|gat siH| koAðPùBÿ KpôOEýò

|F/PFRA| ìpGõÉ Gú sðõOýM |b1|, Aüò KpôOEýò kouýPõKçuî ôOB

clÿ koøvPú WBÿ ìþ|âýpk.

koAüò ìÇBèÏú uéõë|øB øî GB AèßPpôKõoüzò ôøî GB ÞýQ

OpAoühQ ylðl, ðPBüY ÖéõuBüPõìPpÿ cBÞþ AqGýBó GýzPp

uéõë|øBÿ OpAoühQ ylû Gú oô} AèßPpôKõoüzò koìÛBüvú GB

oô} ÞýQ AuQ. Aüò ìõÂõÑ GpOpÿ oô} AèßPpôKõoüzò oA ðvHQ

Gú oô} ÞýQ ðzBó ìþ|køl (yßê4).

Aq@ó WBüþ Þú OõAèþ @ìýñõAuýlÿ KpôOEýò |1+eroc| ìõok ìÇBèÏú

GB KpôOEýò uBgPú ylû OõuÈ sðõOýM |a1| ôuBüpsðõOýM øB OzBGú

kAok ènA ìþ|GBüvQ ìÇBèÏBR GýzPpÿ Gpoôÿ ÒzBüþ Gõkó Aüò

KpôOEýò Gú ôütû koðBcýú |RE| ¾õoR Gãýpk. øî|̂ñýò GpAÿ

Aôèýò|GBoðzBó kAkû yl Þú KpôOEýò |1+eroc| ìpGõÉ Gú sðõOýM |b1|

kouýPõKçuî ôøvPú AuPÛpAoìþ|üBGl. GB OõWú Gú ìdê AuPÛpAoAüò

KpôOEýò ôìÇBèÏBR AðXBï ylû, AcPíBë kAok Þú Aüò KpôOEýò GPõAðl

GB KpôOEýò|øBÿ uýPõqôèþ ôøvPú|Aÿ Gpøî Þñ{ kAyPú GByl Þú ko

OßTýpôKBülAoÿ ôüpôx kouéõë ôupðõyQ GýíBoÿ OBSýpkAok.

ðPýXú âýpÿ ||

Aq@ó WBüþ Þú ðÛ{ KpôOEýò |1+eroc| koGýíBoÿ|qAüþ, KBui

Aüíõðõèõsüà ôìÛBôìQ Gú koìBó GýíBoÿ øLBOýQ |C| ÞBìç yñBgPú

ðzlû AuQ, OdÛýÜ cBÂpìþ|OõAðl ìÛlìú|Aÿ GpAÿ OdÛýÛBR GÏlÿ

koqìýñú yñBgQ GýzPpðÛ{ ôÎíê Þpk Aüò KpôOEýò GByl. Gú kðHBë

Aüò ìÇBèÏú ôAÆíýñBó AqÎíê Þpk Aüò uBqû, Gpouþ ðÛ{ Aüò

KpôOEýò koìvýpuýãñBèýñä, ìÛBôìQ Gú koìBó ôGpøî Þñ{ GB

KpôOEýò|øBÿ ìõWõk koøvPú ôuýPõKçuî GB ølÙ Gú kuQ @ôokó

oôyþ GpAÿ koìBó ôuBgQ ôAÞvò Îéýú Aüò ôüpôx koGh{

øLBOýQ ôAülqAðvPýPõKBuPõoAüpAó kocBë AðXBï AuQ. ||

OÛlüpôOzßp

Gh{|øBüþ Aqørüñú|øBÿ Aüò OdÛýÜ GB AìPýBq|0102-02PA-PICA|

AðvPýPõKBuPõoAüpAó  OBìýò ylû AuQ.
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Abstract
Background and Objectives: Core+1 or F protein is recently identified to be encoded by hepatitis C virus

(HCV) genome. Although functional properties of this protein are not still discovered, core+1 seems to play

important roles in viral life cycle and pathogenesis. This study seeks to clone and express HCV core+1 gene in

a eukaryotic system with the final aim of evaluating its potential roles in cell signaling pathways and resistance

of HCV to therapy.

Material and Methods: Core+1 gene corresponding to the amino acids 1-162 was PCR-amplified from the

original gene of subtype b that was previously cloned in a prokaryotic vector (14). The amplicon harboring

6xHis-tag at C-terminal was subsequently subcloned in the eukaryotic pCDNA3.1+ vector. The Nhe I / BamHI

restriction sites, initiation and stop codons as well as kozak sequences were designed in the primers.

Constructed plasmid was verified by restriction enzyme analysis and sequencing reactions. Liver cell line of

Huh7 was transfected with this plasmid using electroporation and lipofection techniques. Transfection efficien-

cy was checked by co-transfection of pEGFPN1 plasmid and flowcytometry. Finally expression and localiza-

tion of core+1 protein was evaluated by means of confocal microscopic technique. 

Results: Restriction enzyme analysis and sequencing reactions indicated the accuracy of cloning procedure.

Flow cytometric analysis showed higher electroporation efficiency for transfection of Huh7 cells, in compari-

son with lipofection method. Finally, results of confocal microscopic microscopy using anti-His antibody con-

firmed the transcription and expression of core+1 protein in Huh7 cells. 

Conclusions: Our study resulted in the eukaryotic expression of core+1 protein in Huh7 cells and provided

an appropriate tool for future studies on the potential interference of core+1 with intracellular signaling path-

ways and cellular protein interaction.
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